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Substrat als Trager von Ligaten 



Technisches Gebiet 

Die Erfindung betrifft ein Substrat zum Einsatz als Trager von Ligaten. 



Stand der Technik 

Im Bereich der Biowissenschaften, der Medizintechnik und der Sensorik wurden 
speziell in den letzten Jahren viele Sensoren und Verfahren fQr die 
Forschungsgebiete ^Genomics" und n Proteomics" entwickelt. FQr das Verstandnis 
von Organismen ist die Analyse ihrer Gene bzw. ihres Proteinsatzes unerlasslich. 
Der Mensch besitzt z.B. in etwa 30000 - 50000 Gene und etwa 500000 
verschiedene Proteine. Urn diesen enormen Informationsgehalt detektieren zu 
konnen, bedarf es Sensoren mit einem hohen Grad an Parallelisierung und 
intelligente Auswertealgorithmen. Eine entscheidende Limitierung in Bezug auf die 
Quality eines Sensors stellt der so genannte „dynamic range" des Sensors dar. 

Unter dern Begriff „dynamic range" eines Sensors versteht man den Bereich, in 
dem der Sensor auf Anderungen in der Konzentration eines bestimmten Analyten 
reproduzierbar und spezifisch reagiert. Der n dynamic range" eines Sensors betragt 
in der Regel etwa einen Faktor 10 bis 100 in der Analytkonzentration und ist zu 
kleinen Konzentrationen hin durch die Sensitivitat der Nachweismethode begrenzt. 
Fur hohe Konzentrationen tritt der Sensor ab einem gewissen Bereich in Sattigung, 
so dass eine weitere Erhohung der Analytkonzentration keine Signalanderung 
hervorruft. 

Im Bereich der Genexpressionsanalyse von Organismen oder der Identifizierung 
von Fremdkeimen wie z.B. Viren oder Bakterien in Organismen, wie sie 
beispielsweise bei einer medizinischen Untersuchung durchgefuhrt wird, ergibt sich 



WO 2004/099430 



PCT7EP2004/004906 



2 

oft die Problemstellung, viele verschiedene Analyten nebeneinander quantitativ 
analysieren zu mussen. Die Konzentrationen dieser Anaiyten konnen aber um viele 
GroBenordnungen schwanken. Bereits im nicht-pathogenen Zustand liegen die 
Analyten in sehr unterschiedlichen Konzentrationen vor. Die Ausbildung einer 
5 pathogenen Wirkung setzt in der Regel erst bei Oberschreitung eines Analyt- 
abhangigen Grenzwertes ein f der ein Vielfaches der tolerablen 
Grundanalytkonzentration darstellen kann. Solche extrem streuenden Anderungen 
in den Analytkonzentrationen konnen von den aus dem Stand der Technik 
bekannten Sensoren nicht parallel detektiert werden. Vielmehr werden mehrere 
10 Sensoren verwendet, die jeweils nur Anderungen der Konzentration einer Gruppe 
von Analyt-MoIekQIen detektieren, welche in einer ahnlichen Anfangskonzentration 
vorliegen. 

15 

Darstellung der Erfindung 

Hier setzt die Erfindung an. Der Erfindung, wie sie in den Anspruchen 
gekennzeichnet ist, liegt die Aufgabe zugrunde, einen Sensor bereitzustellen,. der 
20 es ermoglicht, die Konzentrationsschwankungen von Bestandteilen einer 
Analytflussigkeit parallelisiert zu detektieren, wobei diese Bestandteile in um 
Grofienordnungen verschiedenen Konzentrationen in der Testsubstanz vorliegen 
konnen. 

25 Diese Aufgabe wird erfindungsgemali durch das Substrat nach Anspruch 1 und die 
Verwendung des Substrats nach Anspruch 24 gelost. Weitere vorteilhafte Details, 
Aspekte und Ausgestaltungen der vorliegenden Erfindung ergeben sich aus den 
abhangigen AnsprDchen, der Beschreibung, den Figuren und den Beispielen. 

30 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung werden die folgenden Abkurzungen und 
Begriffe benutzt: 
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ACV 



dynamic range 



charakteristischer 
Belegungsparameter 



FcAc 

Fluorophor 



Laser-Ablation 



Ligand 



Alternating current voltammetry 

Bereich eines Sensors, in dem er auf Anderungen in der 
Konzentration eines bestimmten Analyten reproduzierbar 
und spezifisch reagiert. 

Parameter der aktiven Bereiche der Sensoroberflache, wie 
z.B. die geometrische Flache der Test-Sites Oder ihre 
Belegungsdichte mit Ligaten. Der charakteristische 
Belegungsparameter definiert die Anzahl der jeweiligen 
Ligaten auf der Sensoroberflache und somit uber die 
Assoziationskonstante auch die Anzahl der Assoziations- 
ereignisse bei gegebener Analytkonzentration. 

Ferrocen Acetic acid (Ferrocen Essigsaure) 

chemische Verbindung (chemische Substanz), die in der 
Lage ist, bei Anregung mit Licht ein langerwelliges 
(rotverschobenes) Fluoreszenzlicht abzugeben. Fluorophore 
(Fluoreszenzfarb-stoffe) konnen Licht in einem Wellen- 
langenbereich vom ultravioletten (UV) uber den sichtbaren 
(VIS) bis hin zum infraroten (IR) Bereich absorbieren. Die 
Absorptions- und Emissionsmaxima sind typischerweise um 
15 bis 40 nm gegeneinander verschoben (Stokes-Shift). 

Partielles oder vollstandiges Entfernen von organischen 
oder anorganischen Passivierungsschichten, aber auch das 
Entfernen von Verunreinigungen auf einem Substrat durch 
Einstrahlung von Laserlicht. 

Bezeichnung fQr MolekQIe, die vom Ligaten spezifisch 
gebunden werden; Beispiele von Liganden im Sinne der 
vorliegenden Erfindung sind Substrate, Cofaktoren oder 
Coenzyme eines Proteins (Enzyms), Antikorper (als Ligand 
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Ligat 



pCP 

Osmium-Komplex 

SDS 

Sonde 



Spacer 



eines Antigens). Antigene (ais Ligand eines Antikorpers), 
Rezeptoren (ais Ligand eines Hormons), Hormone (ais 
Ligand eines Rezeptors) oder Nukleinsaure-Oligomere (ais 
Ligand der komplementaren Nukleinsaure-Oligomere). 

Bezeichnung fur (Makro-) MoiekQI, an dem sich spezifische 
Erkennungs- und Bindungsstellen fur die Ausbildung eines 
Komplexes mit einem Liganden befinden. Beispiele von 
Ligaten im Sinne der vorliegenden Erfindung sind Substrate, 
Cofaktoren oder Coenzyme eines Proteins (Enzyms), 
Antikorper (ais Ligat eines Antigens), Antigene (ais Ligat 
eines Antikorpers), Rezeptoren (ais Ligat eines Hormons), 
Hormone (ais Ligat eines Rezeptors) oder Nukleinsaure- 
Oligomere (ais Ligat der komplementaren Nukleinsaure- 
Oligomere). 

Micro-Contact-Printing. 

[Os(bipy) 2 CI imidazolacrylsaure] 

Sodiumdodecylsulfat 

Auf die Sensoroberfiache aufgebrachte Biomolekule, die 
spezifisch ein oder mehrere Molekule aus der Testsubstanz 
(Targets) binden konnen. 

Beliebige molekulare Verbindung zwischen zwei MolekQIen 
bzw. zwischen einem Oberflachenatom, 

OberflachenmolekQI oder einer Oberflachenmolekulgruppe 
und einem anderen MoiekQI. In der Regel handelt es sich 
um Alkyl-, Alkenyl-, Alkinyl-, Heteroalkyl-, Heteroalkenyl- 
oder Heteroalkinyl-Ketten. Bevorzugte Spacer sind solche der 
KettenlSnge 1 - 20, insbesondere der Kettenlange 1-14, wobei 
die Kettenlange die kOrzeste durchgehende Verbindung 
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Spot bzw. 
Test-Site 



Target 



(n x HS-Spacer)- 
oligo 



(n x R-S-S-Spacer)- 
oligo 



zwischen den zu verbindenden Strukturen darstellt. 

Raumlich begrenzte Gebiete auf der Sensoroberflache, die 
je einen Oder mehrere Typen von Sonden-MolekOle tragen, 
die spezifisch je ein oder mehrere MoIekQIe einer 
Testsubstanz binden konnen. Die GroSe dieser Bereiche 
bzw. ihre Oberflachenbeiegung mit Sonden l§sst sich auf 
die GroSenordnung der Target-Konzentration optimieren. 

Molekule in der Testsubstanz, die spezifisch an ein oder 
mehrere Biomolekule an der Sensoroberflache (Sonden) 
binden konnen. 

Nukleinsaure-Oligomer, an das n Thiolfunktionen Qber 
jeweils einen Spacer angebunden sind, wobei die Spacer 
jeweils eine unterschiedliche Kettenlange (kdrzeste 
durchgehende Verbindung zwischen Thiolfunktion und 
Nukleinsaure-Oligomer) aufweisen konnen, insbesondere 
jeweils eine beliebige Kettenlange zwischen 1 und 14. Diese 
Spacer konnen wiederum an verschiedene natQrlich am 
Nukleinsaure-Oligomer vorhandene oder an diesem durch 
Modifikation angebrachte reaktive Gruppen gebunden sein. 
Dabei ist „n u eine beliebige ganze Zahl, insbesondere eine 
Zahl zwischen 1 und 20. 

Nukleinsaure-Oligomer, an das n Disulfidfunktionen uber 
jeweils einen Spacer angebunden sind, wobei ein beliebiger 
Rest R die Disulfidfunktion absattigt. Der Spacer zur 
Anbindung der Disulfidfunktion an das Nukleinsaure- 
Oligomer kann jeweils eine unterschiedliche Kettenlange 
(kurzeste durchgehende Verbindung zwischen 
Disulfidfunktion und Nukleinsaure-Oligomer) aufweisen, 
insbesondere jeweils eine beliebige Kettenlange zwischen 1 
und 14. Diese Spacer konnen wiederum an verschiedene 
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oligo-Spacer-S-S- 
Spacer-oligo 



DNA 
RNA 
PNA 



A 
G 



naturlich am Nukleinsaure-Oligomer vorhandene oder an 
diesem durch Modifikation angebrachte reaktive Gruppen 
gebunden sein. Der Platzhalter „n M ist eine beliebige ganze 
Zahl, insbesondere eine Zahl zwischen 1 und 20. 

Zwei gleiche oder verschiedene Nukleinsaure-Oiigomere, 
die uber eine Disulfid-BrQcke miteinander verbunden sind, 
wobei die Disulfidbrucke uber zwei beliebige Spacer an die 
Nukleinsaure-Oiigomere angebunden ist und die beiden 
Spacer eine unterschiedliche Kettenlange (kOrzeste 
durchgehende Verbindung zwischen DisulfidbrOcke und 
dem jeweiligen Nukleinsaure-Oligomer) aufweisen konnen, 
insbesondere jeweils eine beliebige Kettenlange zwischen 1 
und 14. Diese Spacer konnen wiederum an verschiedene 
naturlich am Nukleinsaure-Oligomer vorhandene oder an 
diese durch Modifikation angebrachte reaktive Gruppen 
gebunden sein. 

Desoxyribonukleinsaure 

Ribonukleinsaure 

Peptidnukleinsaure (synthetische DNA oder RNA, bei der 
die Zucker-Phosphat-Einheit durch eine Aminosaure ersetzt 
ist. Bei Ersatz der Zucker-Phosphat-Einheit durch die -NH- 
(CH 2 ) 2 -N(COCH 2 -Base)-CH 2 CO-Einheit hybridisiert PNA mit 
DNA). 

Adenin 

Guanin 

Cytosin 
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T 

Base 
Bp 

Nukleinsaure 



Nukleinsaure- 
Oligomer 



Oligomer 
Oligonukleotid 



Oligo 



ss 



Thymin 

A, G, T Oder C 

Basenpaar 

Wenigstens zwei kovalent verbundene Nukieotide oder 
wenigstens zwei kovalent verbundene Pyrirnidin- (z.B. 
Cytosin, Thymin oder Uracil) oder Purin-Basen (z.B. Adenin 
oder Guanin). Der Begriff Nukleinsaure bezieht sich auf ein 
beliebiges "Ruckgrat" der kovalent verbundenen Pyrimidin- 
oder Purin-Basen, wie z.B. auf das Zucker-Phosphat 
RQckgrat der DNA, cDNA oder RNA, auf ein Peptid- 
RQckgrat der PNA oder auf analoge Strukturen (z.B. 
Phosphoramid-, Thio-Phosphat- oder Dithio-Phosphat- 
RQckgrat). Wesentliches Merkmal einer Nukleinsaure im 
Sinne der vorliegenden Erfindung ist die sequenzspezifische 
Bindung naturlich vorkommender cDNA oder RNA. 

Nukleinsaure nicht naher spezifizierter Basenlange (z.B. 
Nukleinsaure-Oktamer: eine Nukleinsaure mit beliebigem 
RQckgrat, bei dern 8 Pyrirnidin- oder Purin-Basen kovalent 
aneinander gebunden sind). 

Aquivalent zu Nukleinsaure-Oligomer. 

Aquivalent zu Oligomer oder Nukleinsaure-Oligomer, also 
z.B. ein DNA-, PNA- oder RNA-Fragment nicht naher 
spezifizierter Basenlange. 

Abkurzung for Oligonukleotid. 

single strand (Einzelstrang) 
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K 
[S] 

[ST] 



Assoziationskonstante 

Tatsachliche Belegungsdichte der SondenmolekQIe an der 
Oberflache nach Bindung der Liganden an die Ligaten. 

Belegungsdichte der Komplexe aus Target und 
Sondenmolekul an der Oberflache. 

Gesamtbelegungsdichte der SondenmolekQIe an der 
Oberflache. 

Targetkonzentration 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Substrat zum Einsatz als Trager von Ligaten 
bei einem Verfahren zur Detektion von Ligat-Ligand-Assoziationsereignissen. Auf 
dem Substrat sind Teststellen angeordnet, die an die Oberflache gebundene 
5 Ligaten aufweisen. Es sind wenigstens zwei Arten von Teststellen vorgesehen, . 
wobei die einzelnen Teststellen mit verschiedenen Arten von Ligaten belegt sind. 
Durch diese verschiedenen Arten von Ligaten werden jeweils komplementare Arten 
von Liganden detektiert, welche in einer Analytlosung in unterschiedlichen 
Konzentrationsbereichen vorliegen. Die Teststellen weisen einen charakteristischen 
10 Belegungsparameter auf, so dass eine Detektion der Liganden in dem 
Konzentrationsbereich ermoglicht wird, in dem der jeweilige Ligand in der 
Analytlosung vorliegt. 

Ein Sensor mit einer gegebenen Anzahl von spezifischen Kopplungsstellen erreicht 
15 ab einer gewissen Analyt-Konzentration in der Testsubstanz einen Sattigungswert, 
so dass eine weitere Erhohung der Konzentration nicht mehr detektiert werden 
kann. Dies lasst sich theoretisch mit einer Bindungskinetik erster Ordnung fur die 
Bindung einer Sonde S auf der Sensoroberflache und einem Target T in der 
Testsubstanz zu einem Oberflachenkomplex ST mit einer Assoziationskonstante K 
20 beschreiben: 
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K = [ST]/[S].[T] 



(1) 



Fur die Oberfiachenbelegungsdichten gilt: [S] = S 0 - [ST], wobei S 0 die 
Gesamtbelegungsdichte der Sonden und [S] die Belegungsdichte freier Sonden im 
5 thermodynamischen Gleichgewicht darstellt. Formt man obige Gleichung urn, erhalt 
man einen Ausdruck [ST] / S 0 for den relativen Anteil der Oberflachenkomplexe: 



10 Dieser Ausdruck als Funktion der auf die Assoziationskonstante K normierten 
Oberflachenbelegungsdichte S 0 ist in der Figur 1 fur vier verschiedene Target- 
Konzentrationen [T] dargestellt und entspricht den bekannten Langmuir- 
Bindungsisothermen. im Falle von Bindungsereignissen, die nicht mehr 
voneinander unabhangig sind und deren Bindungsenergien einer Verteilung 

15 unterliegen, ist das Langmuir-ModeW jedoch nicht mehr gtiltig. Es entstehen 
heterogene Adsorptionsisothermen, die z.B. durch das S/ps-Modell beschrieben 
werden: 



20 

wobei a ein Parameter (a £ 1) ist, der eine Pseudo-GauB-Verteilung von 
Bindungsenergien darstellt. Fur a = 1 geht obige Formel wieder in die Langmuir- 
Isotherme Ober. 

25 An der Darstellung des Langma/r-Modells (Figur 1) ist ersichtlich, dass sich fur eine 
gegebene Analyt-Konzentration der Anteil der Bindungsereignisse ab einer 
Sondenzahl kleiner einer gewissen Grenze nicht mehr erhoht. In diesem Bereich 
spricht man von „ambient analyte conditions" (US 5,807,755). Die Anzahl der 
Sonden auf dem Sensor fuhrt zu keiner merklichen Verarmung (weniger als 10 %) 

30 der Targets in der Testsubstanz. Unter „ambient analyte conditions" fuhrt eine 
Erhohung der Analyt-Konzentration nur zu einer parallelen Verschiebung des 
Plateaus zu hoheren Anteilen von Bindungsereignissen. Nach einer Erhohung urn 2 
bis 3 Grolienordnungen wird die Sattigung des Sensors erreicht. 



[ST]/S 0 = K.[T]/(1 +K[T]) = 1 -[S]/S 0 



(2) 



a a 



[ST]/S 0 = (K [T]) /(1 +(K.[T))) 



(3) 
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Liegt also bei gegebener Assoziationskonstante und Sondenzahl des Sensors eine 
Analyt-Konzentration vor, die zu einer relativen Belegung (vgl. [TS]/S 0 iri Figur 1) 
nahe 1 fQhrt, so sind weitere Konzentrationserhohungen dieser Spezies in der 
Testsubstanz nicht mehr zu detektieren. Erhoht man jedoch die Sondenzahl des 
5 Sensors fQr einen in zu hoher Konzentration vorliegenden Target-Typ der 
Testsubstanz bzw. bringt man diese Sonden bei gleicher Belegungsdichte auf 
groliere Elektroden auf, so lasst sich die relative Belegung dieser Reaktion senken 
und so die Sensitivitat optimieren. 

10 Durch die vorliegende Erfindung wird ein Sensor mit einem im Hinblick auf die 
Untersuchung von AnalytflGssigkeiten, die Analyten in sehr unterschiedlichen 
Konzentrationen enthalten, optimierten n dynamic range" bereitgestellt. 

Der vorliegenden Erfindung liegt die Idee zu Grunde, dass durch Optimierung des 
15 „dynamic range" eines Sensors Anderungen in den Konzentrationen von 
Bestandteilen einer flussigen Testsubstanz auch dann parallel detektiert werden 
konnen, wenn die Ausgangskonzentrationen dieser Bestandteile um viele 
Grolienordnungen streuen. 

20 Bevorzugt kommt das Substrat der Erfindung als Trager von BiomolekGlen bei 
einem Verfahren zur elektrochemischen bzw. fluoreszenzspektroskopischen 
Detektion von Bestandteilen einer Elektrolytlosung zum Einsatz. Das 
erfindungsgemafce Substrat kann auch in einem elektrochemischen bzw. 
fluoreszenzspektroskopischen Verfahren zum Nachweis von BiomolekGlen 

25 verwendet werden. 

Die vorliegende Erfindung beschreibt einen Sensor mit raumlich begrenzten 
Gebieten verschiedener Sonden-MolekQIe (Spots), die spezifisch je ein Oder 
mehrere Target-MolekQIe aus einer Testsubstanz binden konnen. Die Spots der 
30 Erfindung sind in GrdlSe und/oder Oberflachenbelegung der Sonden 
(charakteristische Belegungsparameter des Substrats) so auf die zu detektierenden 
Konzentrationsbereiche der entsprechenden Targets optimiert, dass der Anteil an 
Bindungsereignissen aller Spots fQr z.B. den nicht-pathogenen Zustand unabhangig 
von der eigentlichen Konzentration ihrer Targets in etwa gleich ist. Dadurch lasst 
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sich der spezifische ^dynamic range 0 eines Sensors auf diesen ^nfangszustand" 
normieren. Der Vorteil dieses Verfahrens liegt in der angeglichenen Sensitivitat aller 
Spots hinsichtlich der zu detektierenden Konzentrationsanderungen der 
entsprechenden Targets unabhangig von deren Anfangskonzentration. Der Sensor 
5 ist somit auf den „tolerierbaren u Konzentrationsbereich zwischen dem „erlaubten a , 
nicht-pathogenen Wert und dem „kritischen", pathogenen Wert jedes Analyten 
optimiert. 

Fur die Optimierung des Sensors sollten also die M erlaubten", nicht-pathogenen 
10 Konzentrationen der Analyten der Testflussigkeiten zu Beginn einer 
Experimentserie bekannt sein. Speziell im Bereich der Genexpressionsanalyse oder 
der Identifikation von Keimen ist die Zusammensetzung des Analyt-Pools eines 
gesunden Organismus in der Regei hinreichend bekannt, so dass mit dem 
vorliegenden Verfahren anhand der Anderungen von einzelnen Analyten Indizien far 
15 eine Erkrankung (Oberschreitung des > ,kritischen" Konzentrationswertes eines 
Analyten) geliefert werden konnen. 

Fur das quantitative Auslesen der verschiedenen Spots des Sensors in Bezug auf 
mogliche Bindungsereignisse kommen im Rahmen der vorliegenden Erfindung alle 
20 geeigneten Messmethoden in Abhangigkeit von den verwendeten Substraten und 
den jeweiligen Biomolekulen in Frage. 

Unter Verwendung der erfindungsgemafcen Substrate werden bevorzugt 
verschiedene Arten von Liganden detektiert, die in der Analyt-Losung in 

25 Konzentrationsbereichen vorliegen, deren Mittelwerte sich urn wenigstens einen 
Faktor 10 unterscheiden. Unter dem Mittelwert Cm eines Konzentrationsbereichs 
wird der Wert c m = ((c max - c m! n) / 2) + Cnm verstanden, wobei c max die maximale 
Konzentration und c m i n die minimale Konzentration bedeutet. Bevorzugt konnen 
verschiedene Arten von Liganden detektiert werden, wobei sich die Mittelwerte der 

30 Konzentrationsbereiche, in denen sie in der Analyt-Losung vorliegen, um 
wenigstens einen Faktor 100, insbesondere bevorzugt um wenigstens einen Faktor 
1000, ganz besonders bevorzugt um wenigstens einen Faktor 10000 
unterscheiden. 
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Die vorliegende Erfindung umfasst auch die Verwendung der Substrate in 
Verfahren zur Detektion von Ligat-Ligand-Assoziationsereignissen. 

Die Substrate konnen insbesondere in fiuoreszenzspektroskopischen und 
5 elektrochemischen Nachweisverfahren verwendet werden. Als elektrochemische 
Nachweisverfahren kommen Chronoamperometrie (CA), Chronocoulometrie (CC), 
Linear Sweep Voltammetrie. (LSV), zyklische Voltammetrie (CSV), Alternating 
current voltammetry (ACV), Voltammetrietechniken mit verschiedenen Pulsformen, 
insbesondere Square Wave Voltammetrie (SWV), Differential Pulse Voltammetrie 
10 (DPV) Oder Normal Pulse Voltammetrie (NPV), AC Impedanzspektroskopie, 
Chronopotentiometrie und zyklische Chronopotentiometrie in Frage. 



Sensor-Substrate mit aktiven Flachen verschiedener GroBen 

15 

GemalS einer besonders bevorzugten AusfQhrungsform der vorliegenden Erfindung 
handelt es sich bei dem charakteristischen Belegungsparameter des Substrats um 
die GroBe der Flache der einzelnen Teststellen. Bevorzugt unterscheidet sich die 
Flache der Teststellen um mindestens den Faktor 10, besonders bevorzugt um 
20 mindestens den Faktor 100, insbesondere bevorzugt um mindestens den Faktor 
1000 und ganz besonders bevorzugt um mindestens den Faktor 10000. 

Bevorzugt werden Substrate, die Teststellen-Flachen zwischen 1 pm 2 und 1 mm 2 
aufweisen. Besonders bevorzugt werden Substrate, die Teststellen-Flachen 
25 zwischen 10 pm 2 und 100000 pm 2 aufweisen. 

Als Sensor-Substrate eignen sich im Rahmen der vorliegenden Erfindung alle 
Festkorper mit frei zuganglicher Oberflache, die mit BiomolekOlen funktionalisiert und 
mit einer flQssigen Testsubstanz benetzt werden konnen. Als Festkorpersubstrate 
30 kommen sowoh! Kunststoffe als auch Metalle, Halbleiter, Glaser, Verbundstoffe oder 
porose Materialien in Frage. Die Bezeichnung Oberflache ist unabhangig von den 
raumlichen Dimensionen der Oberflache. 
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Die Oberflache des Sensors muss in raumlich getrennte Bereiche unterteilbar sein. 
Dies lasst sich durch Strukturierung des Festkorpersubstrats in aktive und inaktive 
Bereiche oder durch partielle Funktionalisierung seiner homogenen Oberflache 
realisieren. 

5 

Die Strukturierung der Festkorpersubstrate in aktive und inaktive Bereiche lasst sich 
z.B. durch Lithographie, Vakuumabscheidung, elektrochemische Abscheidung, 
Dotieren oder Laserbehandlung erreichen. Auf homogenen Substraten kann man die 
Strukturierung durch Aufbringen und Strukturierung von Passivierungsschichten 
10 realisieren. Erfindungsgemali eignet sich ais Passivierungsschicht jedes beliebige 
Material, das an einer Oberflache eine geschlossene Schicht bildet und somit die 
Substratoberflache von der Umgebung trennt. Zu einem spateren Zeitpunkt kann 
das Material z.B. durch Laser-Ablation an den gewunschten Stellen in seiner 
gesamten Dicke riickstandsfrei entfernt werden. 

15 

Auch ohne Strukturierung der Substrate konnen raumlich getrennte Bereiche 
unterschiedlicher Funktionalisierung hergestellt werden. Hier sei exemplarisch auf das 
Mikrokontakt-Drucken pCP (mico-contact-printing), das erstmals von Whitesides 
1994 (A. Kumar, G.M. Whitesides, Science, 1994, 263, 60) vorgestellt wurde, 
20 hingewiesen. Bei diesem Verfahren wird ein mikrostrukturierter Stempel mit einer 
FIQssigkeit benetzt, anschlieRend in direktem Kontakt mit dem zu bearbeitenden 
Substrat gebracht und so der Oberflache eine laterale chemische Struktur 
aufgepragt. 

25 In einer bevorzugten AusfQhrungsform der vorliegenden Erfindung werden 
elektrisch leitfahige Materialien wie Piatin, Palladium, Gold, Cadmium, Quecksilber, 
Nickel, Zink, Kohlenstoff, Silber, Kupfer, Eisen, Blei, Aluminium, Mangan, beliebige 
dotierte oder nicht-dotierte Halbleiter und binare oder ternare Verbindungen als 
Oberflachen der Sensorsubstrate verwendet. Zur Realisierung von raumlich 

30 getrennten aktiven Test-Sites bzw. Spots auf dem Sensor konnen homogene 
elektrisch leitfahige Oberflachen strukturiert werden oder aber leitfahige Materialien 
auf raumlich getrennte Bereiche eines nicht-leitfahigen Substrats, wie z.B. Glas 
oder Kunststoff in beliebiger Dicke aufgebracht werden. 



WO 2004/099430 PCT7EP2004/004906 

14 



Gemali einer besonders bevorzugten AusfQhrungsform der vorliegenden Erfindung 
werden als Sensorsubstrate isolierende Tragerplatten verwendet, die zweckma&ig 
einseitig starre Tragerplatten, doppelseitig starre Tragerplatten oder starre 
Mehrlagentragerplatten sind. Alternativ kann die isolierende Tragerplatte eine 
5 einseitige oder doppelseitige flexible Tragerplatte, insbesondere aus einer 
Polyimidfolie oder eine starr-flexible Tragerplatte sein. Sie besteht mit Vorteil aus 
einem Basismaterial, das ausgewahlt ist aus der Gruppe BT (Bismaleinimid- 
Triazinharz mit Quarzglas), CE (Cyanatester mit Quarzglas), CEM1 (Hartpapierkern 
mit FR4-AuBenlagen), CEM3 (Glasvlieskern mit FR4-AulSenlagen), FR2 
10 (Phenolharzpapier), FR3 (Hartpapier), FR4 (Epoxid-Glashartgewebe), FR5 (Epoxid- 
Glashartgewebe mit vernetztem Harzsystem), PD (Polyimidharz mit 
Aramidverstarkung), PTFE (Polytetrafluorethylen mit Gias oder Keramik), CHn 
(hochvernetzte Kohlenwasserstoffe mit Keramik) und Gias. 

15 Diese Tragerplatten weisen eine gewisse Anzahl von Leiterbahnen mit einer 
Goldoberflache auf, die mit einer Lotstopplackschicht als Passivierung uberzogen 
sind. An einem Ende der Leiterbahnen befinden sich Kontakte fOr elektrochemische 
Untersuchungen, am anderen Ende werden mit einer Laser-Ablation freie 
Goldstellen fOr die spatere Funktionalisierung in den Lack gebrannt. Mit Hilfe der 

20 Laser-Ablation lassen sich Spots beliebiger GrolJe und Geometrie in den Lack 
schreiben, wobei nur die Breite der Leiterbahnen eine Grenze darstelit. Die Laser- 
Ablation entfernt erfindungsgemaS nicht nur die Lackschicht an gewQnschten 
Stellen, sondern sorgt durch das kurzzeitige Aufschmelzen der Goldoberflache 
auch fQr die Reduktion der Oberflachenrauigkeit und das Verschliefien von Poren, 

25 Durch das Aufschmelzen der Substrate werden zusatzlich wenige Goldlagen von 
der Oberflache ablatiert und somit Verunreinigungen entfernt. 

Die gerade beschriebenen Leiterbahn-Substrate eignen sich sowohl fur 
elektrochemische Messmethoden als auch fQr die Fluoreszenz-Spektroskopie. 

30 
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Funktionalisierung der aktiven Flachen mit Ligaten 

Die aktiven Bereiche des Sensors sind mit Ligaten funktionalisiert, die als Sonden fur 
die in der Testsubstanz vorhandenen Liganden fungieren. Im Rahmen der 
5 vorliegenden Erfindung eignen sich alle Arten von Ligaten, urn AnalytflQssigkeiten auf 
das Vorhandensein ihrer spezifischen Liganden zu untersuchen. Als Ligaten werden 
Molekule bezeichnet, die spezifisch mit einem Liganden unter Ausbildung eines 
Komplexes wechselwirken. Beispiele von Ligaten im Sinne der vorliegenden Schrift 
sind Substrate, Cofaktoren oder Coenzyme als Komplexbindungspartner eines 
10* Proteins (Enzyms), Antikorper (als Komplexbindungspartner eines Antigens), 
Antigene (als Komplexbindungspartner eines Antikorpers), Rezeptoren (als 
Komplexbindungspartner eines Hormons), Hormone (als Komplexbindungspartner 
eines Rezeptors), Nukleinsaure-Oligomere (als Komplexbindungspartner des 
komplementaren Nukleinsaure-OIigomers) oder Metallkomplexe. 

15 

FQr die Kopplung der Biomolekule mit der Sensoroberfl§che stehen aus dem Stand 
der Technik eine Vielzahl von Moglichkeiten zur Verfugung. Beispiele hierfur sind: 
(i) Thiol- (HS-) oder Disulfid- (S-S-) Gruppen, die an Oberflache aus Au, Ag, Cd, Hg 
und Cu koppeln, (ii) Amine, die sich durch Chemi- oder Physisorption an Platin-, 
20 Silizium- oder Kohlenstoff-Oberflachen anlagern, (iii) Silane, die mit oxidischen 
Oberflachen eine kovalente Bindung eingehen und (iv) Epoxy-Zement, der an alle 
leitf§higen Oberflachen bindet (Heller et al., Sensors and Actuators, 1993, 180, 13- 
14; Pishko et aL, Anal. Chem., 1991, 63, 2268; Gregg and Heller, J. Phys. Chem., 
1991, 95, 5970-5975). 

25 

Zur Immobilisierung der Sonden werden Methoden bevorzugt, bei der die Anzahl 
der Sonden auf der Sensoroberflache linear mit der Flache skaliert, also z.B. das 
Aufbringen von Sonden-Monolagen unter Bedingungen, die eine Belegung kleiner 
- der dichtesten Packung ermoglichen. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung sind 
30 aber auch „Volumenverfahren M zur Immobilisierung der Sonden z.B. Ober 
funktionalisierte Polymere denkbar, solange die Sondenanzahl weiter mit der Flache 
skaliert. 
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Bevorzugt werden die freien Substratstellen mit modifizierten Nukleinsaure- 
Oligomeren in wassriger Losung benetzt. Das Nukleinsaure-OKgomer, das auf die 
freie Oberflache aufgebracht werden soil, ist Ober einen kovalent angebundenen 
Spacer beliebiger Zusammensetzung und Kettenlange mit einer oder mehreren 
5 reaktiven Gruppen modifiziert, wobei sich diese reaktiven Gruppen bevorzugt in der 
Nahe eines Endes des Nukleinsaure-Oligomers befinden. Bei den reaktiven 
Gruppen handelt es sich bevorzugt um Gruppen, die direkt mit der unmodifizierten 
Oberflache reagieren konnen. Beispiele hierfOr sind: (i) Thiol- (HS-) oder Disulfid- 
es-) derivatisierte Nukleinsaure-Oligomere der aligemeinen Formel (n x HS- 

10 Spacer)-oligo, (n x R-S-S-Spacer)-oligo oder oligo-Spacer-S-S-Spacer-oligo, die mit 
einer Goldoberflache unter Ausbildung von Gold-Schwefelbindungen reagieren, (ii) 
Nukleinsaure-Oligomere mit Aminen, die sich durch Chemi- oder Physisorption an 
Platin- oder Silizium-Oberflachen anlagern und (iii) Nukleinsaure-Oligomere mit 
Silanen, die mit oxidischen Oberflachen eine kovalente Bindung eingehen. Bei 

15 diesen Arten der Anbindung von Nukleinsaure-OIigomeren werden in der Regel 
Belegungen kleiner der dichtesten Packung realisiert, so dass fur eine spatere 
Hybridisierung ausreichend Platz auf der Oberflache zur VerfQgung steht. 

Am anderen Ende des NukleinsSure-Oligomers kann das MolekQI bei Bedarf Qber 
20 einen weiteren Spacer beliebiger Zusammensetzung und Kettenlange zusatzlich mit 
einem elektrochemischen Label modifiziert werden, wenn die Funktionalisierung der 
freien Substratstellen und die spatere Hybridisierung mit Hilfe elektrochemischer 
Methoden untersucht werden sollen. Auch ohne die Modifikation der Sonden- 
Oligonukleotide mit einem Redox-Label konnen elektrochemische Methoden zur 
25 Untersuchung der Hybridisierungsereignisse verwendet werden, wenn alternativ die 
TargetmolekDle mit einem Redox-Label versehen sind. Eine weitere 
elektrochemische Detektionsvariante stellt ein Verdrangungsassay dar, bei dem an 
die ungelabelten Sonden-Oligomere gebundene, kurzkettige Signal-Oligomere mit 
Redox-Label von ungelabelten Target-Oligomeren der Komplementarsequenz 
30 verdrangt werden. 



Als Redox-Label der Ligaten oder Liganden konnen Obergangsmetallkomplexe, 
insbesondere solche des Kupfers, Eisens, Rutheniums, Osmiums oder Titans mit 
Liganden wie Pyridin, 4,7-DimethylphenanthroIin, 9,10-Phenanthrenchinondiimin, 
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Porphyrine und substituierte Porphyrin-Derivate verwendet werden. Daneben ist der 
Einsatz von Riboflavin, von Chinonen wie PyrroIIochinolinochinon, Ubichinon, 
Anthrachinon, Naphtochinon oder Menachinon bzw. Derivaten davon, von 
Metallocenen und Metallocenderivaten wie Ferrocenen und Ferrocenderivaten, 
5 Cobaltocenen und Cobaltocenderivaten, von Porphyrinen, Methylenblau, 
Daunomycin, Dopamin-Derivaten, Hydrochinon-Derivaten (para- oder ortho- 
dihydroxy-Benzol-Derivaten, para- oder ortho-dihydroxy-Anthrachinon-Derivaten, 
para- oder ortho-dihydroxy-Naphtochinon-Derivaten) und ahnlichen Verbindungen 
moglich. 

10 

Alternativ zum Redox-Label konnen Ligaten oder Liganden als zweite 
Funktionalisierung Dber einen weiteren Spacer beliebiger Zusammensetzung und 
Kettenlange ein Fluorophor erhalten, wenn die Funktionalisierung der freien 
Substratstellen und die spatere Hybridisierung mit Hilfe von optischen Methoden 
15 untersucht werden sollen. Analog zur elektrochemischen Analyse kann die 
Fluoreszenz-Spektroskopie auch mit einem Fluorophor an den Target-Molekulen 
und ungelabelten Sonden durchgefuhrt werden. 

Als Fluorophore konnen hierfur kommerziell erhaltliche Fluoreszenzfarbstoffe wie 
20 z.B. Texas Red®, Rhodamin-Farbstoffe, Cy3™, Cy5™, Fluorescein etc. (vg!. Fluka, 
Amersham und Molecular Probes Katalog) verwendet werden. 

Fur die Funktionalisierung der freigelegten Substratstellen eignen sich vor allem 
zwei Techniken. Beim Spotting-Verfahren werden mit einem kommerziell 
25 erhaltlichen Spotter kleine Volumina gezielt auf die Spots des Substrats 
aufgebracht, wobei jeder Spot mit verschiedenen MolekQIen funktionalisiert werden 
kann. Alternativ konnen alle freigelegten Spots mit den gleichen Sonden-Molekulen 
funktionalisiert werden, indem das Substrat z.B. in die Sonden-Flussigkeit getaucht 
wird oder aber das gesamte Substrat benetzt wird. 



30 
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Variation der Oberflachenkonzentration der Ligaten 

GemaS einer weiteren AusfQhrungsform der Erfindung kann die Anzahl der Sonden 
auf der Sensoroberflache auch ohne die Variation der aktiven SpotgroBe eingestellt 
5 werden. Somit konnen verschiedene Mengen an Sonden-Molekulen auch mit nur 
einem Sensor-Design auf Spots gleicher Grofie realisiert werden. 

Eine besonders bevorzugte AusfQhrungsform der vorliegenden Erfindung stellen 
also Substrate dar, deren charakteristischer Belegungsparameter die 
1 0 Belegungsdichte der Teststellen mit Ligaten ist. 

Besonders bevorzugt unterscheiden sich die Belegungsdichten der Teststellen mit 
Ligaten urn mindestens den Faktor 10, insbesondere bevorzugt urn mindestens den 
Faktor 100 und ganz besonders bevorzugt um mindestens den Faktor 1000. 

15 

Fur die Kontrolle der Oberflachenbelegung eignen sich verschiedene Varianten. Die 
Belegung kann z.B. Qber die Inkubationszeit, die Anzahl an Kopplungsgruppen pro 
MoIekQI, die Molaritat des Belegungspuffers oder Qber die Konzentration der 
Molekule in der Inkubationslosung eingestellt werden. 

20 

GemaU einer bevorzugten AusfQhrungsform der vorliegenden Erfindung wird die 
Oberflachenbelegung Qber ein Koadsorbat eingestellt. Hierzu wird entweder ein 
geeignetes Koadsorbat in einer bestimmten Konzentration zur Inkubationslosung 
der Sonden-Molekule zugegeben und mit der Sensoroberflache in Kontakt gebracht 

25 oder aber das Koadsorbat wird in einem zweiten Belegungsschritt nach der 
Funktionalisierung mit den Sonden aufgebracht. Das Koadsorbat weist bevorzugt 
dieselbe Kopplungsgruppe auf wie das Sonden-MolekQI, belegt somit einen Teil der 
aktiven Oberfiache und sorgt fQr eine reduzierte Oberflachenbelegung der Sonde. 
Die Oberflachenbelegung lasst sich Qber die Konzentration des Koadsorbats in der 

30 jeweiligen Inkubationslosung einstellen. 

FQr die weiter oben beschriebenen Nukleinsaure-OIigomere mit Thiol- 
Kopplungsgruppe eignen sich besonders bevorzugt kurzkettige Thiole der 
allgemeinen Struktur SH-(CH 2 ) n -X, wobei X eine beliebige Kopfgruppe sein kann. 
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Kurze Beschreibung der Zeichnungen 

Die Erfindung soil nachfolgend anhand der Ausfuhrungsbeispiele im 
Zusammenhang mit den Zeichnungen naher erlautert werden. Es zeigen 

Fig. 1 Thedretische Kurven des relativen Anteils an Bindungsereignissen 
([TS]/So) fQr verschiedene Target-Konzentrationen. Die Konzentration der 
Sonden an der Sensoroberflache ist auf die Assoziationskonstante der 
Bindung normiert. 

Fig. 2 Schematisches Bild eines Ausschnitts der auf Leiterplatten-Technologie 
basierenden Sensor-Substrate, a) Aufsicht auf das Leiterbahnen-Substrat 
mit freien Substratstellen verschiedener aktiver Flache und Geometrie. b) 
Querschnitt durch ein Substrat mit 3 gleichen Elektrodenspots. 

Fig. 3 a) Schematisches Bild eines Hybridisierungs-Experiments mit 2 Redox- 
Labeln. b) ACV-Kurven (U ac = 10 mV, f = 5 Hz) eines typischen 
Experiments auf einer Arbeitselektrode mit d = 10 pm vor und nach der 
Hybridisierung. Der linke Peak bei etwa U = 220 mV zeigt das Osmium 
der Sonde, der rechte Peak bei etwa U = 360 mV zeigt das Ferrocen des 
Targets. Die Potentiate sind gegen eine Ag/AgCI Referenz-Elektrode 
angegeben. 



Wege zur Ausfiihrung der Erfindung 

10 

Eine exemplarische Prozessfuhrung zur Analyse einer Testflussigkeit mit 
Nukleinsaure-OIigomeren mit Hilfe eines auf der Leiterplatten-Technologie 
basierenden Sensors ist in den folgenden Beispielen geschildert. 

15 Die durch Laser-Ablation freigelegten Goldstellen des Substrats werden mit doppelt 
modifizierten Nukleinsaure-OIigomeren funktionalisiert, die an dem einen Ende eine 
Thiol-Gruppe zur Bindung an die Goldoberflache und an dem anderen Ende ein 
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elektrochemisches Label (z.B. Osmium-Komplexe) besitzen. Die gewunschte 
Anzahl an Sonden auf der Sensoroberflache wird entweder Qber die 
Elektrodengrolie oder durch Verwendung eines kurzkettigen Thiols bestimmter 
Konzentration als Koadsorbat eingestellt. Die Nukleinsaure-Oligomere der 
5 TestflQssigkeit besitzen ebenfalls ein elektrochemisches Label (z.B. 
Ferrocenderivate), so dass sowohl die Belegung mit den Nukleinsaure-Oligomeren 
als auch die Hybridisierungs-Effizienz mit elektrochemischen Methoden bestimmt 
werden konnen. 

10 Eine bevorzugte Messmethode zur Analyse der Belegung und der Hybridisierungs- 
Effizienz ist die AC (alternating current) Voltammetrie. Aus dem ACV-Strom am 
Redox-Potential des Labels lasst sich nach O'Connor et al. (J. Electroanal. Chem., 
466, 1999, 197-202) die Anzahl der beteiligten Label berechnen. Die Experimente 
sind somit quantitativ auswertbar. 

15 

Die in den folgenden Beispielen geschilderten Verfahren sind fQr den Fachmann 
ohne weiteres auf die Beschichtung anderer Sensoroberflachen mit anderen 
Biomolekulen und auf andere Detektionsmethoden ubertragbar. 

20 

Beispiel 1: Leiterplatten-Substrate. 

Auf einer Tragerplatte aus Epoxid-Glashartgewebe FR4 wird ein Leiterbild aus 
fOnfeig parallelen Leiterbahnen aufgebracht. Figur 2a zeigt einen Ausschnitt dieses 
25 Leiterbahnenbildes. Der Ausschnitt zeigt 4 der 48 Arbeitselektroden (20A bis 20D) 
und einen Teil der Gegenelektrode 28. 

Das gesamte Leiterbild ist mit einer 15 pm bis 20 pm dicken Passivierungsschicht 
22 (Fig. 2b) aus strukturierbaren, optisch aushartbaren Lack (2-Komponenten 
30 Lotstopplack, Elpemer GL 2467 SM-DG, Fa. Peters) uberzogen. In die 
Passivierungsschicht werden durch hochenergetische Pulse eines Excimer-Lasers 
Ausnehmungen 24, 24A bis 24D in den Lack eingebracht, die zur Aufnahme der 
BiomoIekOle 26 dienen. Bei einer Passivierungsschicht mit 15 pm bis 20 pm Dicke 
benotigt man zum Entfernen des Lacks und zum kurzfristigen Aufschmelzen der 
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Oberflache etwa 130 Pulse a 20 ns eines Excimer-Lasers (Lambda Physics) mit 
einer Flachenleistung von 600 - 1200 mJ/cm 2 . Das Aufschmelzen der Oberflache 
ftihrt zum Verschluss von Oberflachenporen der Goldschicht, zu einer Reduktion 
der OberflSchenrauigkeit und durch Ablation weniger Goldlagen zum Entfernen von 
5 Oberflachenverunreinigungen. Die Laser-Bestrahlung des Substrats kann direkt 
oder Qber eine Optik bzw. Maske erfolgen und ermoglicht Ausnehmungen 
beliebiger GroSe und Geometrie. 

Figur 2b zeigt einen Schnitt durch ein Leiterbahnsubstrat mit 3 gleichen Spots. Jede 
10 der Leiterbahnen 20 besteht aus einem Kupferkern 14, der durchgehend von einer 
Nickel-Sperrschicht 16 und einer Goldschicht 18 Oberzogen ist. Im 
Ausfuhrungsbeispiel hat der Kupferkern eine Dicke von etwa 28 pm. Er stellt einen 
preiswerten und gut leitfahigen Grundbestandteil der Leiterbahnen dar. Urn sehr 
genaue Messungen bei der elektrochemischen Detektion im wassrigen Medium zu 
15 ermoglichen, ist der unedle Kupferkern mit einer 6 pm dicken, durchgehenden 
Nickelschicht als Diffusionssperre Oberzogen. Auf dieser Nickel-Schicht wird eine 2 
pm dicke Goldschicht aufgebracht. 

Die Leiterbahnen des Ausfuhrungsbeispiels sind etwa 150 breit und mit einem 
20 Abstand von etwa 200 (Mitte-Mitte) auf der Tragerplatte angeordnet Die 
Arbeitselektroden, die Gegenelektrode und eine gegebenenfalls vorgesehene 
Referenzelektrode sind zur Kontaktierung jeweils mit nicht dargestellten 
Anschlusskontaktflachen des elektrischen Substrats verbunden. 

25 In den Ausfuhrungsbeispielen haben die Leiterbahnen kreisrunde Ausnehmungen 
mit Durchmessern von 10 pm, 30 pm, 100 pm und rechteckige Ausnehmungen der 
Dimension 100 pm x 700 pm (vgl. 24A bis 24D in Figur 2a). Diese Ausnehmungen 
weisen also Flachen von 78,5 pm 2 , 706,5 pm 2 , 7850 pm 2 bzw. 70000 pm 2 auf, so 
dass die aktive Flache der Elektroden urn etwa einen Faktor 1000 variiert wird. 
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Beispiel 2: Funktionalisierung der Spots des Substrats mit Nukleinsaure- 
Oligomeren. 

Die irn Beispiel 1 beschriebenen freien Substratstellen verschiedener Gro&e werden 
5 z.B. uber ein Spotting-Verfahren mit den NukleinsSure-Oligomeren funktionalisiert. 

Die Synthese der Oligonukleotide erfolgt in einem automatischen Oligonukleotid- 
Synthesizer (Expedite 8909; ABI 384 DNA/RNA-Synthesizer) gemafi der vom 
Hersteller empfohlenen Syntheseprotokolle fur eine 1.0 pmol Synthese. Bei den 

10 Synthesen rnit dem 1-O-Dimethoxytrityl-propyl-disulfid-CPG-Trager (Glen Research 
20-2933) werden die Oxidationsschritte mit einer 0.02 mol/l lodlosung durchgeftthrt, 
um ejne oxidative Spaltung der DisulfidbrUcke zu vermeiden. Modifikationen an der 
5'-Position der Oligonukleotide erfolgen mit einem auf 5 min verlangerten 
Kopplungsschritt. Der Amino-Modifier C2 dT (Glen Research 10-1037) wird in die 

15 Sequenzen nach dem jeweiligen Standardprotokoll eingebaut. Die 
Kopplungseffizienzen werden wahrend der Synthese online uber die DMT-Kationen- 
Konzentration photometrisch bzw. konduktometrisch bestimmt. 

Die Oligonukleotide werden mit konzentriertem Ammoniak (30%) bei 37°C 16 h 
20 entschQtzt. Die Reinigung der Oligonukleotide erfolgt mittels RP-HPL 
Chromatographie nach Standardprotokollen (Laufmittel: 0.1 mol/l 
Triethylammoniumacetat-Puffer, Acetonitril), die Charakterisierung mittels MALDI- 
TOF MS. Die aminmodifizierten Oligonukleotide werden an die aktivierten Redox- 
Label (z.B. Osmium-Komplexe) entsprechend den dem Fachmann bekannten 
25 Bedingungen gekoppelt. Die Kopplung kann sowohl vor als auch nach der 
Anbindung der Oligonukleotide an die Oberflache erfolgen. 

Die Substrate aus dem Beispiel 1 werden z.B. mit doppelt modifiziertem 20 bp 
Einzelstrang-Oligonukleotid der Sequenz 5'-AGC GGA TAA CAC AGT CAC CT-3' 
30 (Modifikation eins: die Phosphatgruppe des 3 ? Endes ist mit (HO-(CH 2 ) 2 -S) 2 zum P- 
0-(CH 2 )2-S-S-(CH 2 ) 2 -OH verestert. Modifikation zwei: an das amino-modifizierte 5' 
Ende ist der Osmium-Komplex [Os(bipy) 2 CI imidazolacrylsaure] nach dem 
jeweiligen Standardprotokoll eingebaut) als 5x1 0" 5 molare Losung in Puffer 
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(Phosphatpuffer, 0.5 molar in Wasser, pH 7 mit 0.05 vol% SDS) mit Hilfe eines 
Spotters (Carthesian) aufgebracht und fur 2 - 24 h inkubiert 

Wahrend dieser Reaktionszeit wird der Disulfidspacer P-0-(CH2)2-S-S^CH 2 )2-OH des 
5 Oligonukleotids homolytisch gespalten. Dabei bildet der Spacer mit Au-Atomen der 
Oberflache eine kovalente Au-S Bindung aus, wodurch es zu einer 1:1 
Koadsorption des ss-OIigonukleotids und des abgespaltenen 2-Hydroxy- 
mercaptoethanols kommt. Statt des Einzelstrang-Oligonukleotids kann der 
Einzelstrang auch mit seinem Komplementarstrang hybridisiert sein. 

10 

Fur die Belegung mit dem Spotter der Firma Cartesian Technologies (MicroSys PA) 
werden Split-Pin Nadein (Arraylt Chipmarker Pins der Firma TeleChem) verwendet, 
die ein Ladevolumen von 0.2 bis 0.6 pi haben und Volumina von etwa 1 nl pro 
Benetzungsvorgang abgeben. Die Kontaktflache dieser Nadein hat einen 

15 Durchmesser von etwa 130 pm und ist damit deutlich groBer a!s die bei der Laser- 
Ablation freigelegten Bereiche des Substrates. Die Positionierung der Nadel Uber 
dem Substrat erfolgt mit einer Genauigkeit von 10 pm bei einer Luftfeuchtigkeit von 
etwa 70 - 80%. Der Tropfen wird beim Kontakt der Spitze mit der 
Passivierungsschicht abgegeben und es kommt zu keiner direkten Beruhrung mit 

20 dem Substrat CPseudo-Kontakt-Drucken"). 



Beispiel 3: Variation der Oberflachenbelegung durch Koadsorbate. 

25 Die Belegungsdichte eines Spots mit Nukleinsaure-Oligomeren lasst sich durch die 
Koadsorption mit Thiolen kontrolliert reduzieren, um somit den relativen Anteil von 
Bindungsereignissen bei gleich bleibender Target-Konzentration und 
Elektrodengrolie zu erhohen. 

30 FOr die Koadsorption von Thioien stehen zwei Verfahren zur Wahl. In einem 
Verfahren besteht die Inkubationslosung aus den Nukleinsaure-Oligomeren (analog 
Beispiel 2) mit zusatzlich zwischen ca. 10~ 5 bis 10" 1 molarem Propanthiol. Dieses 
gleichzeitig anwesende, freie Propanthiol wird durch Ausbildung einer Au-S Bindung 
koadsorbiert und beansprucht somit Platz auf der Sensoroberflache. Bei einem 
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alternativen Verfahren wird das Propanthiol (10 5 bis 10" 1 molar in 500 mmol/l 
Phosphat-Puffer) in einem zweiten Inkubationsschritt (30 min bis 12 h) nach der 
Funktionalisierung der Sensoroberflache mit Nukleinsaure-Oligomeren aufgebracht. 

5 Durch die Verwendung von Propanthiol als Koadsorbat kann die 
Oberflachenbelegungsdichte der Nukleinsaure-Oligomere in beiden Varianten urn 
bis zu einem Faktor 10 reduziert werden. 

1 0 Beispiel 4: Variation der Oberflachenbelegung durch Belegungsparameter. 

Auch durch die Variation ausgewahlter Belegungsparameter bei der 
Funktionalisierung mit Nukleinsaure-Oligomeren lasst sich die 
Oberflachenbelegungsdichte der Spots des Sensors einstellen. 

15 

Erhoht man z.B. die Konzentration der Nukleinsaure-Oligomere in der 
Inkubationslosung (500 mmol/l Puffer) von 1 pmol/l auf 30 pmol/I, so steigt die 
Belegungsdichte urn einen Faktor 5. Eine ahnliche Erhohung der 
Oberflachenbelegung erhalt man, wenn die Konzentration des Inkubationspuffers 
20 von 10 mmol/l auf 500 mmol/l bei einer Sonden-Konzentration von 30 pmol/I erhoht 
wird. 

Beispiel 5: Hybridisierung mit komplementaren Nukleinsaure-Oligomeren. 

25 

Ein Substrat mit 48 Arbeitselektroden wird wie in Beispiel 1 beschrieben mit aktiven 
Bereichen verschiedener GroBen hergestellt. In Gruppen von je 12 Elektroden 
werden mit dem Excimer-Laser kreisrunde Locher mit einem Durchmesser von 10 
pm (Spotgruppe 1), 30 pm (Spotgruppe 2) bzw. 100 pm (Spotgruppe 3) und ein 
30 rechteckiges Profil mit 100 pm x 700 pm (Spotgruppe 4) gebrannt Die einzelnen 
Spotgruppen weisen also Flachen von 78,5 pm 2 , 706,5 pm 2 , 7850 pm 2 bzw. 70000 
pm 2 auf, so dass die Flache urn einen Faktor von rund 1000 variiert wird. 
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Die Arbeitselektroden einer Spotgruppe werden jeweils mit doppelt modifizierten 
Nukleinsaure-Oligomeren (Sonden) einer bestimmten Sequenz (S1 bis S4) analog 
dem Beispiel 2 funktionalisiert. Die Arbeitselektroden weisen annahernd die 
gleichen Oberflachenbelegungsdichten auf. Figur 3 zeigt exemplarisch eine ACV- 
5 Messung (U ac =10 mV, f = 5 Hz) einer Arbeitselektrode (Symbole n in Figur 3), die 
mit Osmium-modifizierten Oligomeren funktionalisiert ist. Aus dem Redox-Strom am 
Potential des Osmium-Komplexes lasst sich die Oberflachenbelegungsdichte mit 
Nukleinsaure-Oligomeren berechnen. Im vorliegenden Fall ergibt sich ein Wert von 
5x10~ 12 mol/cm 2 . 

10 

Nach der Funktionalisierung werden die Arbeitselektroden noch vor der 
Hybridisierung mit komplementaren, Ferrocen-modifizierten Nukleinsaure- 
Oligomeren in einem Nachbelegungsschritt fur 30 Minuten mit einer 1 mmol/l 
Losung Propanthiol in Kontakt gebracht. Hierbei werden die Raume zwischen den 
15 Nukleinsaure-Oligomeren hydrophobisiert. Dadurch verschiebt sich das Redox- 
Potential des Ferrocens zu positiveren Werten, wodurch eine bessere Separation 
vom Osmium-Potential erreicht wird. 

Die vier unterschiedlichen Target-Nukleinsaure-OIigomere werden analog Beispiel 2 
20 aber ohne Thiol-Modifikation am 3' Ende synthetisiert. Die Target-Nukleinsaure- 
Oligomere weisen eine zu jeweils einem Sonden-Nukleinsaure-Oligomer 
komplementare Sequenz (T1 bis T4) auf. FQr die Modifikation mit dem Redox-Label 
Ferrocen werden die amino-modifizierten Nukleinsaure-Oligomere am 5' Ende mit 
Ferrocenessigsaure (FcAc) gemaB dem jeweiligen Standardprotokoll gekoppelt. 

25 

Die 4 verschiedenen Ferrocen-modifizierten Nukleinsaure-Oligomere werden der 
Target-Ldsung in unterschiedlichen Konzentrationen (T1 =0.1 pmol/l, T2 = 1 pmol/l, 
T3 = 10 jjmol/l, T4 = 100 pmol/I in 500 mmol/l Phosphat-Puffer, pH 7, mit 1 mol/l 
NaCI und 0.05 vol% SDS) zugegeben und auf alle Spots des Sensors aufgebracht. 
30 Nach einer gewissen Inkubationszeit unter hybridisierenden Bedingungeh wird das 
Substrat gespQIt und erneut eine elektrochemische ACV-Messung (U ac = 10 mV, f = 
5 Hz) durchgefOhrt (Symbole ■ in Figur 3). Die Messdaten zeigen einen zweiten 
Redox-Peak, wobei das Verhaltnis der Peak-Strome des Osmium-Labels und des 
Ferrocen-Labels der Hybridisierungs-Effizienz des Experiments entspricht. 
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Die Messdaten der Hybridisierung aus Figur 3 zeigen eine Elektrode nahe der 
Sattigung mit einer Hybridisierungseffizienz von Qber 90 %. Die Arbeitselektroden 
mit den auf die Konzentrationen der jeweiligen Targets angepassten Grofien zeigen 
5 hingegen alle die gleichen Hybridisierungs-Effizienzen von etwa 30 - 40 %, 

Beispiel 6: Diagnostik-Chip. 

10 In der medizinischen Diagnostik ist es wunschenswert, mehrere diagnostisch 
relevante Parameter gleichzeitig bei einer Untersuchung zu erfassen. Ein wichtiges 
Beispiel aus dem Bereich der Routineuntersuchungen ist ein Vaginalabstrich, der 
unter anderem auf HPV f E-Coli und Laktobazillen untersucht wird. Bei einem 
solchen Abstrich wird mit Hilfe von standardisierten Tupfern eine Probe 

15 entnommen, die dann mit genormten Verfahren behandelt wird, um die RNA der 
vorhandenen Bakterien und die doppelstrangige DNA der Viren zu erhalten. Bei 
einer Untersuchung werden Keim- bzw. Partikelzahlen bis zu einer gewissen 
Grenze als unbedenklich eingestuft: Bei HPV sind dies 100 Partikel, bei E-coli 100 
Keime und bei Laktobazillen 10000 Keime aller relevanten Laktobazillen. Da in 

20 Bakterienzellen die charakteristischen RNAs jeweils etwa 10 4 -fach vorkommen, 
muss ein parallelisierter Chip-Test sehr unterschiedliche Konzentrationen erfassen 
konnen, um alle Parameter gleichzeitig bei einer Untersuchung zu erhalten. Ein 
erfindungsgemalSer Sensor-Chip fur obige Anwendung hat drei verschiedene 
Spotgrofien, die mit fQr die jeweiligen Krankheits-Targets spezifischen Sonden- 

25 Polynukleotiden funktionalisiert sind. Zum Nachweis der HPV-DNA im Bereich von 
10 2 bis 10 4 MolekOIen in der Testsubstanz werden Spots mit einer Flache von 1 pm 2 
verwendet, wahrend fQr die E-Coli-RNA im Bereich von 10 6 bis 10 8 MolekOIen 
(entsprechend 10 2 bis 10 4 Keimen) Flachen von 10 4 pm 2 und fur die Laktobazillen- 
RNA im Bereich von 10 8 bis 10 10 MolekOIen (entsprechend 10 4 bis 10 8 Keimen) 

30 Flachen von 10 6 pm 2 benutzt werden. Durch die Wahl der Elektrodengroften wird 
gewahrleistet, dass der Sensor fur den jeweiligen Bereich ab den kritischen Target- 
Konzentrationen der verschiedenen Erreger quantitative Messungen zulasst und 
somit eine parallele Diagnose aller Krankheiten getroffen werden kann. 



WO 2004/099430 



27 



PCT/EP2004/004906 



Patentanspruche 

1. Substrat zum Einsatz als Trager von Ligaten bei einem Verfahren zur Detektion 
von Ligat-Ligand-Assoziationsereignissen, mit auf dem Substrat angeordneten 
Teststellen (24) und mit an die Oberflache der Teststellen (24) gebundenen 
Ligaten (26), wobei wenigstens zwei Arten von Teststellen (24) vorgesehen 
sind, wobei die verschiedenen Arten von Teststellen jeweils mit verschiedenen 
Arten von Ligaten (26) belegt sind, wobei durch die verschiedenen Arten von 
Ligaten (26) jeweils komplementare Arten von Liganden detektiert werden, 
wobei die Liganden in einer Analytlosung in jeweils unterschiedlichen 
Konzentrationsbereichen vorliegen, und wobei die Teststellen (24) einen 
charakteristischen Belegungsparameter aufweisen, der eine Detektion der 
Liganden in deren jeweiligen Konzentrationsbereich erlaubt. 

2. Substrat nach Anspruch 1, wobei der charakteristische Belegungsparameter 
die Flache der Teststellen ist. 

3. Substrat nach Anspruch 2, wobei sich die Flache der Teststellen (24) um 
mindestens den Faktor 10 unterscheidet. 

4. Substrat nach Anspruch 2 f wobei sich die Flache der Teststellen (24) um 
mindestens den Faktor 1 00 unterscheidet. 

5. Substrat nach Anspruch 2, wobei sich die Flache der Teststellen (24) um 
mindestens den Faktor 1000 unterscheidet. 

6. Substrat nach Anspruch 2, wobei sich die Flache der Teststellen (24) um 
mindestens den Faktor 10000 unterscheidet. 

7. Substrat nach einem der Anspruche 2 bis 6, wobei die Flache der Teststellen 
(24) zwischen 1 pm 2 und 10 mm 2 betragt. 
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8. Substrat nach Anspruch 7, wobei die Flache der Teststellen (24) zwischen 10 
jjm 2 und 100000 pm 2 betragt. 

9. Substrat nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei der 
5 charakteristische Belegungsparameter die Belegungsdichte der Teststellen mit 

Ligaten 1st. 

10. Substrat nach Anspruch 9, wobei sich die Belegungsdichte der Teststellen (24) 
mit Ligaten um mindestens den Faktor 10 unterscheidet. 

10 

11. Substrat nach Anspruch 9, wobei sich die Belegungsdichte der Teststellen (24) 
mit Ligaten um mindestens den Faktor 100 unterscheidet. 

12. Substrat nach Anspruch 9, wobei sich die Belegungsdichte der Teststellen (24) 
15 mit Ligaten um mindestens den Faktor 500 unterscheidet 

13. Substrat nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei sich die jeweiligen 
Mittelwerte der Konzentrationsbereiche, in denen die verschiedenen Arten von 
Liganden vorliegen, um wenigstens einen Faktor 10 unterscheiden. 

20 

14. Substrat nach Anspruch 13, wobei sich die jeweiligen Mittelwerte der 
Konzentrationsbereiche, in denen die verschiedenen Arten von Liganden 
vorliegen, um wenigstens einen Faktor 100 unterscheiden. 

25 15. Substrat nach Anspruch 13, wobei sich die jeweiligen Mittelwerte der 
Konzentrationsbereiche, in denen die verschiedenen Arten von Liganden 
vorliegen, um wenigstens einen Faktor 1000 unterscheiden. 

16. Substrat nach Anspruch 13, wobei sich die jeweiligen Mittelwerte der 
30 Konzentrationsbereiche, in denen die verschiedenen Arten von Liganden 

vorliegen, um wenigstens einen Faktor 10000 unterscheiden. 
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17. Substrat nach einem der vorhergehenden AnsprQche, wobei als Liganden 
Cofaktoren oder Coenzyme und als Ligaten Proteine Oder Enzyme verwendet 
werden. 

5 18. Substrat nach einem der Anspruche 1 bis 16, wobei als Liganden Antikorper 
und als Ligaten Antigene verwendet werden. 

19. Substrat nach einem der Anspruche 1 bis 16, wobei als Liganden Antigene und 
als Ligaten Antikdrper verwendet werden. 

10 

20. Substrat nach einem der Anspruche 1 bis 16, wobei als Liganden Rezeptoren 
und als Ligaten Hormone verwendet werden. 

21. Substrat nach einem der AnsprQche 1 bis 16, wobei als Liganden Hormone und 
15 als Ligaten Rezeptoren verwendet werden. 

22. Substrat nach einem der AnsprQche 1 bis 16, wobei als Liganden Nukleinsaure- 
Oligomere und als Ligaten dazu komplementare Nukleinsaure-Oligomere 
verwendet werden. 

20 

23. Substrat nach einem der vorhergehenden AnsprQche, wobei das Substrat mit 
einer Passivierungsschicht belegt ist, die an den Teststellen (24) Aussparungen 
aufweist. 

25 24. Verwendung eines Substrats nach einem der vorhergehenden AnsprQche in 
einem Verfahren zur Detektion von Ligat-Ligand-Assoziationsereignissen. 

25. Verwendung nach Anspruch 24, wobei es sich um ein elektrochemisches 
Nachweisverfahren handelt ausgewahlt aus der Gruppe Chronoamperometrie 
30 (CA), Chronocoulometrie (CC), Linear Sweep Voltammetrie (LSV), zyklische 

Voltammetrie (CSV), Alternating current voltammetry (ACV), 
Voltammetrietechniken mit verschiedenen Pulsformen, insbesondere Square 
Wave Voltammetrie (SWV), Differential Pulse Voltammetrie (DPV) oder Normal 
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Pulse Voltammetrie (NPV), AC oder DC Impedanzspektroskopie, 
Chronopotentiometrie und zyklische Chronopotentiometrie. 

26. Verwendung nach Anspruch 24, wobei es sich um ein 
5 fluoreszenzspektroskopisches Nachweisverfahren handelt. 
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